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重组 昆虫 杆 状 病毒 构建 和 筛选 技术 进展 
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摘要 : 昆虫 杆 状 病毒 作为 高 效 的 真 核 表达 载体 , 现 已 广泛 应 用 于 各 种 外 源 目 的 基因 的 表达 。 但 由 于 重组 病毒 产生 的 比例 很 低 
(通常 只 有 0.1% ~1%), 成 为 制约 该 系统 应 用 的 技术 尊 颈 。 本 文 概括 了 近年 来 发 展 的 重组 病毒 的 构建 和 筷 选 方法 ,主要 介绍 
了 杆 状 病毒 的 线性 化 技术 和 利用 大 肠 杆菌 -昆虫 细胞 穿梭 载体 构建 并 筛选 重组 杆 状 病毒 的 技术 进展 。 
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Progress in the techniques for construction and screening of recombinant insect 


baculovirus 
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Abstract: Using insect baculovirus as expression vector: various proteins have been produced successfully. But the 
frequency of recombination was very low (0.1% — 1% ) and it limited further application of the baculovirus expression 
vector system (BEVS). Many improved methods for the construction and isolation of recombinant baculovirus have been 
developed and are introduced here: with emphasis on linearization of baculovirus DNA and a method based on site- 
specific transposition of an expression cassette into a baculovirus shuttle vector propagated in E. coli. 
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20 世纪 80 年 代 以 后 发 展 起 来 的 杆 状 病毒 表达 
系统 是 高 效 的 真 核 表 达 系 统 之 一 ,可 以 在 昆虫 细胞 
CO' Reilly et al.» 1994) 和 哺乳 动物 细胞 (Kost and 
Condreay, 2002; Huser and Hofmann. 2003 ) 内 表达 经 济 
价值 较 高 的 香 白 质 ,因为 表达 的 蛋白 质 容 易 折 登 , 转 
录 后 加 工 修饰 较 好 , 表达 量 高 及 安全 性 好 , 重组 杆 状 
病毒 表达 系统 近年 来 倍 受 重视 。 自 Dulbecco 建立 空 
斑 技 术 纯化 西方 马 脑 炎 病 毒 以 来 ,就 一 直 采 用 常规 
的 空 斑 技 术 纯 化 动物 病毒 。 继 Smith 等 (1983 ) 首 次 
将 空 斑 技 术 用 于 筛选 重组 昆虫 杆 状 病毒 之 后 , 空 斑 
技术 在 昆虫 病毒 基因 工程 中 得 到 广泛 应 用 。 由 于 重 
组 病毒 产生 的 比例 很 低 ( 通 常 只 有 0.1% ~ 1% ), 利 
用 空 斑 技术 筛选 重组 病毒 费时 费力 ,即使 技术 熟练 
的 研究 者 也 需 1 ~ 2 个 月 才能 完成 (Luckow，1993; 
Davies，1994; Shuler et al.，1994; 王 福 山 等 , 1995)。 
近年 来 ,在 空 班 分 析 技 术 的 基础 上 发 展 了 一 些 新 技 
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术 , 大 大 简化 了 重组 病毒 构建 和 筛选 的 过 程 ( 程 家 安 
等 ,2001)。 


1 构建 重组 杆 状 病毒 的 传统 方法 


EE TR EX cM EL E EF VIVERE C Autographa 
californica multiple nuclear polyhedrosis virus: AcMNPV) 
是 杆 状 病毒 表达 系统 最 初 使 用 也 是 目前 应 用 最 广泛 
的 杆 状 病毒 。 由 于 AcMNPV 基因 组 太 大 (134 kb) 
(Ayres et al .,1994), 很 难 对 它 直 接 进行 操作 。 最 初 
构建 重组 杆 状 病毒 是 利用 同 源 重 组 的 原理 分 两 步 完 
成 的 : 首先 , 外 源 基因 插入 杆 状 病毒 转移 载体 病毒 
局 动 子 下 游 的 多 克隆 位 点 , 启动 子 的 两 侧 是 杆 状 病 
毒 DNA 序列 , 通常 是 多 角 体 蛋白 基因 ( PH) 或 者 是 
p10 基因 的 侧翼 非 必须 序列 , 转移 载体 带 有 了 能够 在 
大 肠 杆 菌 中 繁殖 的 复制 起 点 却 不 能 够 在 昆虫 细胞 中 
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复制 ; 然后 , 杆 状 病毒 转移 载体 和 病毒 DNA 共 转 染 
入 昆虫 细胞 ,在 昆虫 细胞 内 发 生 同 源 重组 , 外 源 目 的 
基因 转移 到 杆 状 病毒 基因 组 而 产生 重组 病毒 。 由 于 
外 源 目 的 基因 替换 多 角 体 蛋白 基因 , 重组 病毒 不 能 
形成 多 角 体 ,从 而 易 与 野生 型 病毒 区 分 开 来 ,可 以 通 
过 空 斑 分 析 来 鉴定 和 纯化 重组 病毒 。 

传统 的 空 斑 纯 化 重组 病毒 的 技术 是 将 共 转 染 后 
的 含有 重组 病毒 和 野生 型 病毒 的 溶液 作 梯度 稀释 
后 ,用 不 同 浓度 的 病毒 感染 单 层 昆 虫 培养 细胞 , 温 育 
1 h 后 用 低 熔 点 琼脂 糖 凝 胶 覆 盖 ,27% 培养 4~ 6 天 
后 进行 空 斑 鉴定 。 重 组 病毒 产生 的 空 斑 借助 光学 显 
微 镜 检 查 加 以 筛选 ,并 用 消毒 玻璃 毛细 管 挑 取 吸 出 。 
吸出 的 含有 重组 病毒 的 琼脂 块 置 于 少量 细胞 培养 液 
溶解 稀释 并 用 于 下 次 空 斑 筛 选 。 如 此 反复 3~5 轮 
筷 选 , 即 可 得 到 纯化 的 重组 病毒 。 从 共 转 染 样 本 中 
分 离 重 组 病毒 也 可 以 在 96 孔 塑 料 板 上 进行 ,但 是 无 
论 哪 种 方法 , 由 于 重组 病毒 产生 的 比例 很 低 ,往往 是 
重组 病毒 和 野生 型 病毒 混合 在 一 起 ,区 分 野生 型 有 
包涵 体 表 型 和 重组 病毒 无 包涵 体 表 型 非常 困难 , 需 
要 训练 有 素 的 观察 能 力 和 实际 经 验 ( 吕 鸿 声 ,1998)。 

在 空 斑 测 定 基 础 上 发 展 的 蓝 白 筛选 技术 显得 简 
便 易 行 。 蓝 白 筛 选 即 B- 半 乳糖 苷 酶 筛选 ,通过 插入 
RIE lacz 基因 ,破坏 重组 子 与 宿主 之 间 的 w 互 补 作 
用 ,是 携带 lacz 基因 的 许多 载体 的 筛选 优势 。 载 体 
上 携带 一 段 细菌 的 基因 lac. 它 编 码 ge SURE BS 
的 一 段 146 个 氨基 酸 的 o KCN 端 ), 载体 转化 的 宿 
主 细胞 可 编码 B 半 乳糖 苷 酶 C 端 部 分 的 序列 , 虽然 
宿主 和 质粒 编码 的 片段 各 自 都 没有 酶 活性 ,但 是 二 
者 可 互补 形成 具有 酶 活性 的 蛋白 质 。 由 o- 互 补 产生 
的 半 乳 糖苷 酶 分 解 X-gal 而 形成 蓝 色 菌落 ;而 外 源 
DNA 片段 插入 到 质粒 中 的 多 克隆 位 点 (在 lacz P) 
后 ,几乎 不 可 避免 的 导致 无 a- 互 补 能 力 的 氨基 酸 片 
Bt. 因此 , 带 重组 质粒 的 细菌 形成 白色 菌落 ( 孙 树 汉 
等 ,2001)。 这 一 简单 的 颜色 实验 大 大 简化 了 这 种 质 
粒 载 体 中 鉴定 重组 体 的 工作 。 这 一 蓝 白 现象 后 来 也 
用 到 了 重组 病毒 的 筛选 中 , 并 成 为 一 种 很 重要 的 方 
法 。 如 目前 美国 Invitrogen 公司 开发 成 功 的 
pBlueBacHisA, B. C 系列 转移 载体 。pBlueBacHis 带 有 
2 个 启动 子 , 一 个 来 自 ETL, 另 一 个 来 自 AcNPV € ff 
BERAZA. ETL 启动 子 指导 合成 B 半 乳糖 苷 酶 ， 
多 角 体 蛋白 基因 局 动 子 控制 合成 外 源 目 的 基因 产 
物 。 插 入 外 源 基 因 的 重组 转移 载体 与 野生 型 病毒 
DNA 重组 产生 重组 体 , 从 而 表达 产生 了 8- 半 乳 糖苷 
酶 ,因此 在 进行 空 斑 分 析 时 若 在 覆盖 的 琼脂 糖 中 加 














入 底 物 半 乳 糖苷 X-gal 或 者 它 的 衍生 物 就 能 够 形成 
蓝 色 空 斑 , 肉眼 即 可 观察 , 从 而 使 重组 病毒 的 筛选 变 
得 准确 且 简便 易 行 。 


2 线性 化 技术 


在 酵母 细胞 和 哺乳 动物 细胞 中 , 含有 双 链 切断 
点 的 DNA 比 一 般 环 状 分 子 更 易 发 生 重 组 (Or- 
Weaver et al .» 1981; Bollag et al.» 1989)。 这 一 现象 
在 昆虫 细胞 内 同样 存在 。 虽 然 线性 化 的 杆 状 病毒 基 
因 组 DNA 对 屁 忠 细胞 的 感染 力 比 环 状 病毒 DNA. 要 
Í& 5 ~ 150 倍 , 却 仍 能 够 引入 细胞 并 与 细胞 内 的 同 源 
序列 进行 重组 。 如 果 同 源 序列 位 于 线性 化 杆 状 病毒 
的 两 端 , 则 基因 组 就 可 以 通过 同 源 重 组 环 化 而 恢复 
感染 性 ( 吕 油 声 ，1998; 程 家 安 等 ,2001)。 

DNA 序列 分 析 表 明 , AcMNPV 上 没有 Bsu36 I 
IA. Kitts 等 (1990) 将 一 个 Bsu36 TZ rade A ET ^E 
型 AcMNPV B3 fü fk2 EXT. 得 到 含有 
Bsu36 [单一 切 点 的 重组 病毒 AcRP6-SC. 用 Bsu36 T 
酶 切线 性 化 后 和 含 lacz 的 转移 载体 pAcRP23-lacZ 
共 转 染 昆 忠 细 胞 , 子 代 病 毒 在 X-gal T£ YE P ETT IE 
REME, 发现 6% ~ 32% 的 空 斑 呈 蓝 色 ,阳性 重组 率 
大 大 提高 。 后 来 , Kitts 和 Possee(1993) 及 Kitts(1995) 
进一步 构建 了 一 种 修饰 病毒 BacPAK6, 有 效 地 将 肉 
眼 选择 ( FaucZ-based) 及 复制 选择 (Creplication-based72 
种 方法 相 结合 。 用 poih 基因 启动 子 驱动 lacZ ÆA, 
lacZ 基因 内 部 插入 一 个 Bix36 工 位 点 ,再 分 别 将 2 个 
Bsu36 工 位 点 引入 原 poih 基因 的 上 游 和 下 游 
CORF1629 EEDA MEK E. oRF1629 的 编码 产物 参 
与 核 衣 壳 的 装配 或 病毒 RNA 聚合 酶 的 加 工 修 饰 ,是 
病毒 复制 的 必需 基因 。 用 Bsuase I ES UM ffe: 8198 
毒 BacPAK6 DNA, 可 产生 2 个 小 片段 和 一 个 大 片段 ， 
这 个 大 片段 就 是 缺失 了 部 分 ORF1629 的 线性 化 病 
毒 DNA: 该 大 片段 若是 自我 连接 ,会 因为 必需 基因 
ORF1629 不 完整 而 不 能 产生 活 的 病毒 。 将 线性 化 病 
毒 DNA 与 转移 载体 DNA 共 转 染 Sf 培养 细胞 ,只 
经 同 源 重 组 后 修复 了 ORF1629 才能 形成 活 病 毒 ( 复 
制 选择 ), 重组 效率 大 大 提高 , 重组 病毒 在 总 病毒 中 
的 比例 高 达 85% ~ 99%, 而 且 重 组 病毒 无 lacZ Æ 
Ek]. TE X-gal 存在 时 形成 无 色 空 斑 ( 肉 眼 选择 ), 但 线 
性 化 不 完全 的 少量 BacPAK6 形成 蓝 色 空 斑 , 占 总 病 
毒 比 例 很 小 ,重组 病毒 极 易 筛选 。 在 借鉴 国外 技术 
的 基础 上 , 胡 建 新 (1994) 也 构建 了 适用 于 我 国 特色 
ERREKI BmNPV 修饰 的 可 线性 化 病毒 Bm- 
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BacPak, 大 大 提高 了 家 看 系统 中 重组 病毒 的 筛选 效 

利用 病毒 线性 化 技术 , 世界 几 个 著名 的 基因 公 
司 分 别 开 发 了 有 自己 特色 的 杆 状 病毒 表达 系统 。 美 
的 Clontech 公司 在 1999 年 利用 BacPAK 系列 载体 
构建 了 BacPAK 杆 状 病毒 表达 系统 CClontech, 1999 )。 
在 AcMNPV DNA 的 多 角 体 蛋白 基因 表达 位 点 两 侧 
分 别 引进 了 一 个 Bsu36 工 位 点 ,构建 了 修饰 病毒 
BacPAK6, 用 Bsu36 | EE] BacPAK6 成 一 大 一 小 2 个 
片段 ,导致 线性 化 后 的 病毒 DNAC 大 片段 ) 缺 少 病毒 
复制 必需 的 ORF1629 基因 的 一 部 分 , 自身 连接 后 病 
毒 不 能 成 活 。 另 一 方面 ,转移 载体 含有 病毒 缺少 的 
ORF1629 片段 ,病毒 基因 组 的 大 片段 只 有 和 转移 载 
体重 组 才能 够 复制 。 双 重组 修复 了 病毒 的 必需 基因 
并 把 目的 基因 转移 到 了 病毒 基因 组 。 利 用 Bsu36 I 
线性 化 的 BacPAK6 病毒 DNA 和 重组 转移 载体 共 转 
染 ,重组 比例 接近 10090. TRES] B Novagen 公司 也 利 
用 昆虫 杆 状 病毒 线性 化 技术 构建 了 BacVector IAR 
病毒 表达 系统 (Novagen, 2003). 其 中 表达 载体 中 引 
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图 1 线性 化 Bac-N-Blue 同 源 重 组 产生 重组 病毒 
〈 仿 程 家 安 等 ,2001) 
Fig.l Generation of recombinant baculovirus through 
homologous recombination with linear Bac-N- Blue DNA 


(from Cheng e al., 2001) 


入 了 3 个 酶 切 位 点 ,分 别 位 于 必需 基因 ORF1629 内 、 
polh 启动 子 上 游 以 及 ;ac2 基因 内 部 。 限 制 性 酶 切 
后 ,不 仅 切 去 了 与 目的 重 白 质 竞 争 表达 的 一 些 非 必 
需 基因 、v-cath 和 几 丁 质 酶 基因 , 重要 的 是 降低 了 重 
组 背景 , 重组 空 斑 比 例 接近 100%。 其 中 几 丁 质 酶 
基因 的 删除 又 增加 了 初 裂 解 液 中 重 白 表达 的 稳定 
性 。 最 近 , Invitrogen 公司 又 开发 了 Bac-N-Blue 线性 
化 AcNPV DNA 系统 (图 1)。 其 在 转移 载体 中 引入 
ETL 启动 子 控制 lacZ ÆA, polh 局 动 子 控制 外 源 目 
的 基因 的 表达 。 将 其 与 Bsu36 工 酶 切线 性 化 的 
AcNPV DNA 同 源 重组 ,通过 筛选 蓝 斑 来 纯化 重组 病 
毒 , 不 仅 使 重组 效率 大 大 提高 , 而 且 使 纯化 更 为 方便 
《Invitrogen,2003)。 该 公司 开发 的 BaculoDirect 表达 
系统 是 现 有 的 产生 重组 杆 状 病毒 最 快 、 最 容易 的 系 
统 ,线性 化 的 BaculoDirect DNA 含有 att R 位 点 ,采用 
Gateway entry 克隆 技术 在 一 小 时 内 完成 目的 基因 的 
重组 克隆 ,重组 DNA 的 反应 混合 液 直接 用 于 感染 昆 
忠 细胞 ,省 去 了 细菌 转化 、 抽 提 杆 状 病 毒 DNA 和 共 
转 染 步骤 ,大 大 节省 了 时 间 , 在 一 个 星期 内 就 可 以 得 
到 纯化 的 重组 病 Æ (Invitrogen 2003). 


3 大 肠 杆菌 -昆虫 细胞 穿梭 载体 (Bac- 
to-Bac 系统 ) 技 术 


近年 来 ,美国 的 孟 山 都 (MONSANTO) 公 司 成 功 
开发 了 一 种 快速 高 效 产 生 重 组 AeNPV 病毒 的 技术 
《Luckow et al. ,1993), 利用 细菌 转 座 子 原理 ,在 大 上 肠 
杆菌 内 就 能 完成 重组 病毒 的 构建 , 取 名 为 Bac-to-Bac 
表达 系统 , Ex BU M. UH A C bacterium) 到 杆 状 病毒 
《baculovirus), 革命 性 地 改变 了 重组 昆虫 杆 状 病毒 的 
构建 方法 。 其 基本 原理 为 : 将 一 个 改造 后 的 AcNPV 
基因 组 转化 入 大 肠 杆 菌 , 使 它 像 普通 质粒 一 样 能 在 
细菌 内 复制 (由 于 太 大 , RRA N), KEZA 
状 病毒 穿梭 载体 (baculovirus shuttle vector, 又 称病 毒 
质粒 baculovirus plasmid. 将 其 首尾 合 写 而 成 为 
Bacmid), 通过 位 点 特异 性 转 座 , 在 大 肠 杆 菌 内 完成 
病毒 基因 组 的 重组 。 杆 状 病毒 穿梭 载体 Bacmid 含 
有 细菌 单 拷贝 数 mini-F 复制 子 、 卡 那 霍 素 抗 性 选择 
标记 基因 及 编码 B- 半 乳糖 苷 酶 肽 的 部 分 DNA 片 
段 ( 图 2)。 在 lacZo 基因 的 N 氨基 末端 插入 一 小 段 
含有 细菌 转 座 子 Tn7 整合 所 需 的 靶 位 点 《mini-att 
Tn7), 但 它 的 插入 不 影响 lacZa 基因 的 表达 阅读 框 。 
将 杆 状 病毒 穿梭 载体 (130 kb) 转 化 入 大 肠 杆 菌 
DH108; 获得 转化 子 将 其 命名 为 DH10Bac。 因 此 杆 状 
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病毒 穿梭 载体 像 一 个 大 质粒 一 样 ,可 以 在 大 肠 杆 菌 
中 增殖 并 使 细菌 细胞 获得 卡 那 霍 素 抗 性 , 且 与 存在 
于 受 体 菌 染 色 体 上 的 lacZa 缺失 产生 互补 ,在 IPTG 
诱导 和 X-gal 或 Blue-gal 生 色 底 物 存在 下 转化 体 产 
^E S PEClacZ  )。 


AcNPV $ fi tk : 
5 A RUE SI idus 
a'a a aa ul 


aru arn non pA DH ; ; } B [mum mm 


mini-at(Tn7. kanamycin R+ 


AcNPV 多 骨 体 
3' fu Er 31 


Bacmid 136 kb ( 改造 的 AcNPYV 基因 组 ) 





图 2 Bacmid 结构 图 
Fig. 2 Structure of Bacmid 

重组 Bacmid 通过 pFASTBAC 供 体 质粒 (donor 
plasmid) 上 的 mini-Tn7 转 座 子 ,在 另 一 个 辅助 质粒 
Chelper plasmid. 13.2 kb) 的 功能 作用 下 将 外 源 目 的 
基因 插入 到 Bacmid 中 来 完成 。Helper plasmid 表达 
转 座 酶 并 含有 四 环 素 (tetracycline) 抗 性 基因 。 
pFASTBAC 系列 供 体 质粒 具有 共同 的 特征 : 每 个 质 
粒 都 含有 杆 状 病毒 启动 子 (polh 或 p10 启动 子 ), 在 
mini-Tn7 左右 臂 间 含有 一 个 完整 的 表达 框 , 包 括 庆 
KER Cgentamicin ) 抗 性 基因 、 杆 状 病毒 启动 子 、 多 克 
隆 位 点 及 SV40 polyCA)。 外 源 基因 插入 到 杆 状 病毒 
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局 动 子 下 游 的 多 克隆 位 点 ,将 此 重组 的 供 体质 粒 转 
化 入 含有 helper plasmid 和 Bacmid 的 DH10Bac 中 ,由 
mini-Tn7 转 座 子 将 供 体 质粒 上 的 表达 框 插入 到 
Bacmid 的 靶 位 点 , 破坏 lacZa 基因 的 表达 。 在 含有 
ERER RAER IRRA X-gal 的 培养 板 进行 
筛选 ,重组 的 Bacomid《 即 重组 病毒 基因 组 ) 转 化 体 菌 
落 呈 白色 。 而 非 重组 Bacmid 转化 菌落 依然 为 蓝 色 。 
因此 ,可 以 通过 菌落 的 颜色 进行 重组 病毒 的 筛选 。 
通过 单 菌 斑 的 培养 , 抽 提 得 到 重组 Bacmid 基因 , Bf 
后 转 染 入 昆虫 培养 细胞 获得 重组 病毒 , 即 可 进行 重 
组 蛋白 的 表达 生产 (图 3)。 

利用 位 点 特异 性 转 座 作用 将 外 源 基 因 插 入 到 能 
在 大 肠 杆菌 增殖 的 穿梭 载体 Bacmid, 实现 重组 病毒 
的 构建 ,该 方法 的 优点 在 于 : 1) 由 于 重组 病毒 的 分 
离 是 通过 蓝 白斑 篇 选 , 不 存在 野生 型 和 非 重 组 型 病 
毒 污染 的 问题 ,因此 不 需要 传统 繁琐 的 空 斑 分 析 来 
纯化 重组 病毒 ; (2) 大 大 地 缩短 了 重组 病毒 构建 所 
需要 的 时 间 , 可 以 由 原来 的 4~6 周 或 更 长 减少 到 仅 
7~ 10 天 。 因 此 ,该 技术 可 以 快速 ,同时 分 离 多 种 重 
组 病毒 。 这 是 一 种 目前 最 快速 简捷 地 生产 重组 病毒 
的 方法 。 目 前 , Invitrogen 公司 已 有 AcNPV 表达 系统 
的 Bac-to-Bac 系列 产品 。 我 们 目前 已 经 开发 成 功 了 
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图 3  Bac-to-Bac 系统 产生 重组 杆 状 病毒 和 基因 表达 ( 仿 Invitrogen，2003) 


Fig. 3 Generation of recombinant baculovirus and gene expression with 


the Bac-to-Bac expression system (from Invitrogen; 2003) 
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适用 于 家 得 的 Bac-to-Bac 快速 基因 表达 系统 。 
Luckow 1993 ) 的 方法 能 够 产生 单个 的 重组 病 
毒 , 然 而 ,菌落 的 扇形 变异 及 形态 多 样 性 现象 却 不 利 
于 重组 子 的 鉴别 , 挑选 单个 重组 子 及 筛选 lacz R 
型 仍 需要 保证 其 中 仅 含 有 重组 杆 状 病毒 DNA 而 无 
供 体 质粒 。 因 此 该 系统 的 筛选 机 制 难以 满足 需要 大 
量 重组 子 等 领域 中 的 应 用 , 如 文库 的 构建 。Leusch 
等 (1995) 对 供 体 质粒 和 大 肠 杆 菌 菌株 DH108 进行 了 
改进 ,他 们 在 供 体质 粒 的 mini-Tn7 转 座 子 中 引入 了 
ts ori» 使 带 有 供 体质 粒 的 菌株 能 够 在 30% 稳定 生 
长 ,在 44% 却 不 能 。 阻 断 DH108 基因 组 中 的 转 座位 
点 后 可 以 在 4 多 直接 筛选 重组 病毒 , 大 大 提高 了 转 
座 效 率 , 蓝 白 颜色 筛选 进一步 确认 外 源 基因 正确 插 
入 到 杆 状 病毒 基因 组 。Airenne 等 (2003) 也 对 最 初 
的 Bac-to-Bac 系统 进行 了 改善 , 他 们 将 原来 供 体 质 
粒 的 氨 玉 青 霍 素 抗 性 基因 蔡 换 成 枯草 芽孢 杆 菌 果 聚 
TE TENE ES SE Al C Bacillus subtilis levansucrase gene» 
SacB ) 的 定点 突变 基因 SacB#, 构建 成 载体 


= 
BF o 


4.2 大 基因 标记 技术 

单纯 疱疹 病毒 I 型 (HSV1) 的 th 基因 产物 胸 苷 
激酶 (HSV1-TK), 能 催化 核 昔 酸 类 似 物 9-(1,3- 二 凑 
d .2- py FF EE EC ganciclovir, GCCV) 转 变 为 抑制 
病毒 DNA 复制 的 物质 ( 程 家 安 等 ,2001)。 另 外 , W 
究 表明 GCV 浓度 到 100 pmol/L 时 , 对 sto 细胞 活 
力 、 野 生 型 AcMNPV 复制 以 及 重组 AcMNPV 中 8- 半 
乳糖 苷 酶 表达 没有 明显 的 影响 。Godeau 等 (1992) 利 
用 大 基因 的 上 述 特征 ,开发 出 一 种 新 的 重组 病毒 构 
建 和 筛选 方法 。 他 们 将 HSVI-TK 基因 置 于 转移 载 
体 中 AcMNPV 极 早期 基因 ie1(0) 启 动 子 控制 之 下 ， 
再 同 源 重 组 到 AcMNPV 的 polh 基因 位 点 上 ,构建 成 
重组 病毒 AcMNPV IE-1-TK, 该 重组 病毒 在 感染 极 里 
期 即 表达 HSV1-TK, 抑制 病毒 DNA 复制 ;将 连接 有 
外 源 目的 基因 的 转移 载体 DNA 和 AcMNPV IE-1-TK 
病毒 DNA 共 转 染 昆 虫 细 胞 , 子 代 病毒 在 50 pumol/L 
GCV 条 件 下 感染 昆虫 细胞 , 筛选 dc 基因 已 经 被 目的 
基因 替换 的 重组 病毒 , 重组 率 在 8596 以 上 。 








pBVboost。 阻 断 DH108 基因 组 中 的 转 座位 点 , 转 座 
效率 提高 了 6 倍 ,彻底 去 掉 了 非 转 座 背 景 。pBVboost 
系统 不 仅 增 强 了 构建 单个 重组 病毒 的 能 力 , 还 能 够 
用 于 表达 文库 筛选 等 需要 大 量 重 组 子 的 应 用 。 


4 其 他 重组 昆虫 杆 状 病毒 科 选 技术 


4.1 酵母 -昆虫 细胞 穿梭 载体 

Patel 等 (1991) 构 建 了 含有 酵母 的 自我 复制 序列 
(ARS)、 着 丝 粒 (CEN) 和 选择 标记 基因 URA3 的 穿梭 
AcNPV, 修饰 后 的 病毒 能 够 在 酵母 中 稳定 扩 增 并 保 
留 了 对 昆虫 细胞 的 感染 性 。 为 了 便于 在 酵母 中 筛选 
重组 病毒 , 又 将 SUPA-o 基因 插入 穿梭 载体 。 
SUP4-o 是 tRNAY 基因 赭石 突变 型 的 校正 等 位 基 
因 , 它 编码 tRNAY BLAUE T fI RNA 用 于 在 ADE2 
和 CAN1 基因 中 含有 赭石 突变 的 酵母 株 中 的 筛选 。 
ADE2 中 的 突变 使 酵母 集落 成 粉红 色 , CAN. 突变 则 
使 细胞 有 丸 豆 氮 酸 抗 性 。 在 带 有 赭石 突变 的 宿主 
中 , SUPA-o 基因 的 表达 抑制 这 两 种 突变 ,集落 为 白 
&BJJg SEE. 当 SUP4-o 中 因 插 入 外 源 基 
因而 失 活 时 ,宿主 的 芋 石 突变 不 被 抑制 , 菌落 成 红色 
且 具 有 思 豆 氨 酸 抗 性 。 将 该 穿梭 载体 DNA 与 携带 
外 源 目 的 基因 的 质粒 载体 DNA. 共同 转化 酵母 的 原 
生 质 体 , 同 源 重 组 后 导致 缺失 SUP4-o, 直接 选择 刀 
豆 氨 酸 抗 性 的 粉红 色 和 集落 即 获 得 重组 病毒 DNA。 
用 重组 病毒 DNA f£ Zt E c Zn BE. 即 可 获得 重组 病 


4.3 PARAR IRER 

Zhao 等 62003 K E AR Ec S7 DF] $90 38 2B Tj 3 
的 构建 中 来 。 他 们 将 含有 细菌 单 拷贝 复制 子 的 
AcNPV 载体 BAC10 RARS FIERDER] ET fü 
主 菌 HS996C Kan*), 将 转化 子 命 名 为 HS996: BAC10。 
随后 将 pBADoByC 4p") 转 化 进 HS996: BACIO. 得 到 能 
进行 ET 克隆 的 感受 态 菌 株 HS996 : BACIO : 
pBADogy. fb 4] Kp A XE o 4L HE de 4E E 
(chloramphenicol acetyl transferase: CAT) 基 因 作 为 基 
敲 除 的 标记 基因 。 在 ORF1629 内 两 个 邻近 但 不 相 
连 的 位 点 ,分 别 由 CAT 基因 $ 端 开始 扩 增 了 约 50 bp 
的 与 AcNPV 同 源 的 序列 ,并 在 其 中 一 个 序列 中 引入 
一 个 Bsx36 工 酶 切 位 点 。 随 后 ,利用 ET 克隆 技术 将 
扩 增 片段 克隆 进 HS996 : BACIO : pBADa8y。 利 用 
ORF1629 插入 失 活 和 和 氯 址 素 抗 性 筛选 出 HS996: 
BACIOC Cm? Kan*2 d 的 菌株 将 其 命名 为 BACIO: 
K01629。 大 量 抽 提 杆 状 病 毒 DNA, 用 Bsu36 T ES 7] 
后 用 于 共 转 染 。 这 个 方法 利用 了 必需 基因 ORF1629 
的 插入 失 活 原理 和 ET 克隆 技术 ,减少 了 重组 病毒 
的 构建 时 间 , 而 且 重 组 比例 达到 100% ,省 去 了 筛选 
的 过 程 , 是 真正 的 一 步 到 位 的 重组 技术 。 
4.4 以 PCR 产物 直接 构建 重组 杆 状 病毒 

近来 , 侯 松 旺 等 (2003) 发 展 了 一 种 在 不 构建 转 
移 载 体 的 前 提 下 , 以 PCR 产物 直接 构建 同 源 重 组 杆 
状 病毒 的 方法 。 依 据 和 噬菌体 Red 重组 系统 能 介 导 
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36 bp 以 上 的 同 源 片段 产生 同 源 重 组 的 原理 , 他们 成 
功 地 用 氯 霉 素 抗 性 基因 ( Cm?) 置 换 了 棉铃 忠 单 粒 包 
埋 型 核 多 角 体 病毒 (HaSNPV) 基 因 组 中 的 ORF135。 
首先 人 工 合成 一 对 长 60 bp 左右 的 引物 ,其 中 40 bp 
与 HaSNPV ORF135 的 头 部 和 尾部 序列 同 源 ,另外 20 
bp 分 别 为 氨 才 素 抗 性 基因 的 尾部 和 头 部 序列 , 以 含 
有 Cm* 的 质粒 pKD3 为 模板 , 利用 这 对 引物 PCR 合 
成 了 两 侧 各 有 40 bp ORF135 同 源 臂 的 Cm? 基因 ,将 
此 线性 片段 转化 含有 HaSNPV 人 工 染色 体 (Bacmid) 
且 能 表达 和 噬菌体 Red 重组 酶 的 菌株 中 , 获得 了 缺 
A ORF135 并 对 毛 霍 素 具 有 抗 性 的 重组 转化 子 。 由 
于 整个 过 程 无 需 构 建 转移 载体 , 重组 过 程 在 大 肠 杆 
菌 中 完成 , 大 大 缩短 了 重组 病毒 的 构建 过 程 。 该 方 
法 可 以 广泛 适用 于 其 他 具有 和 较 大 基因 组 的 病毒 的 基 
因 置 换 和 基因 缺失 。 


5 结语 


目前 , 昆虫 杆 状 病毒 表达 系统 主要 包括 两 大 类 : 
欧美 国家 广泛 使 用 的 首 蒂 银 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 
CAcNPV) 表 达 系 统 和 以 中 国 、 日 本 为 代表 的 家 得 核 
型 多 角 体 病毒 (BmNPV) 表 达 系 统 (Smith et al.» 
1983; Maeda et al.» 1985; Wu et al.» 200). HEE 
组 杆 状 病毒 , 即将 外 源 目 的 基因 插入 到 杆 状 病毒 中 
有 3 种 基本 策略 : 在 昆虫 细胞 内 重组 ,在 大 肠 杆 菌 
或 酵母 中 重组 及 体外 连接 。 目 前 重组 杆 状 病毒 构建 
和 筛选 的 新 方法 层出不穷 , 空 斑 纯 化 技术 仍 是 最 经 
典 的 筛选 纯化 重组 病毒 的 技术 ,但 目前 应 用 最 广泛 、 
最 有 效 的 是 线性 化 技术 和 Bac-to- Bac 技术 。 利 用 线 
性 化 技术 , Invitrogen 公司 开发 了 Bac-N-Blue 和 
BaculoDirect 杆 状 病毒 表达 系统 , Novagen 公司 开发 了 
BacVector 杆 状 病毒 表达 系统 , Clontech 公司 开发 了 
BacPAK 杆 状 病毒 表达 系统 , 这些 表达 系统 都 具有 非 
重组 背景 少 , 重组 比例 高 (90% 以上) 的 特点 ,一 般 不 
髓 需要 空 斑 分 析 , 大 大 节省 了 重组 病毒 构建 的 时 间 。 
但 是 不 能 保证 所 得 到 的 病毒 全 部 为 重组 病毒 。 
Invitrogen 公司 利用 Bac-to-Bac 技术 开发 了 适用 于 
AcNPV 的 Bac-to-Bac 杆 状 病毒 表达 系统 , 该 系统 革 
命 性 地 改变 了 以 往 重 组 病毒 构建 的 方法 ,能够 得 到 
遗传 上 绝对 均一 的 重组 病毒 。 但 是 , 目前 该 领域 国 
外 开发 的 相关 基因 工程 产品 (包括 质粒 载体 等 ) 大 都 
是 面向 AcNPV. 的 表达 系统 , AcNPV 表达 系统 主要 使 
用 昆虫 培养 细胞 进行 表达 , 虽然 可 以 无 血清 悬浮 培 
养 大 规模 生产 重组 蛋白 (0O’ Reilly et al.» 1994; 


Patterson et al.» 1995; Ikonomou et al . > 2003), 1E Æ AX 
KIARA. MARE BmNPV 表达 系统 由 于 可 以 利 
用 家 得 作为 表达 载体 , 具有 成 本 低 .适合 产业 规模 化 
生产 的 特点 ,非常 具有 我 国 特色 (Wu et al.» 2001, 
20040. AcNPV 和 BmNPV 两 者 相似 , 均 具 有 130 kb 
大 小 的 双 链 环 状 DNA 基因 组 , 且 高 度 同 源 ( 大 于 
90%), 但 寄主 范围 有 各 自 的 专 一 性 ,两 者 不 能 交叉 
感染 (Griffiths et al .，1999)。 我 们 对 Invitrogen 公司 
的 Bac-to-Bac 系列 产品 进行 适当 改造 ,构建 了 适用 
TRER] Bac-to-Bae 表达 系统 , 这 可 以 成 为 拥有 我 
国 自 主 知识 产权 的 基因 工程 产品 。 
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